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る Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)を測定培地として、心筋細胞の
拍動間隔(Interspike Interval: ISI)と不整脈の危険性の指標となる細胞外電位
持続時間(Field Potential Duration: FPD)を測定したところ、時間経過と共にど
ちらも大幅に変動することがわかった。37℃保温箱内では CO2濃度を制御して
いないので、時間経過と共に培地の pHが大きく変化し、その変化が心筋細胞の
拍動に影響している可能性がある。そこで pH緩衝作用を持つ 25 mM HEPES 
buffer の入った DMEM(HEPES 培地)と CO2濃度の影響を調べるために、CO2
濃度に依存しない CO2非依存培地について検討を行った。両培地とも心筋細胞










について細胞外電位を測定することにより ISI,FPD への影響、及び FPD の
Short Term Variability (STV)を算出し、不整脈の生じる可能性について検証し
た。 
その結果、600 μM以上のニコチンで ISIは短縮し、FPDは延長した。ISIの



































性型遅延整流電流 (IKr) を形成する K+チャネルの一種である human 
Ether-a-go-go Related Gene (hERG)チャネルである。IKrは心室筋の活動電位
持続時間を終了させ、活動電位再分極をもたらす重要な電流である。この電流
が hERG チャネルの阻害をうけ、抑制された場合、活動電位の終了が遅延し、
心電図上での QT 延長が起こる[1,2]。この QT 延長が起こることで不整脈やト















そこで、次世代の手法として多電極電位計測(Multi Electrode Array: MEA)
システムがあり、これは心毒性検査の問題を解決する可能性のある手法である。
MEAは電極上に播種した細胞から Na+と Ca2+と K+から構成される細胞外電位
を細胞レベルで測定することができる。この細胞外電位の波形から細胞外電位
持続時間(Field Potential Duration: FPD)と拍動間隔(Interspike Interval: ISI)
を算出することができ、FPD は心電図上の QT 間隔に相当するため不整脈の指
標として用いることができる[6-8]。 
上記の測定法である MEA システムは非侵襲的に細胞に流入出する Na+と
Ca2+と K+により生じる電位を一度に測定できることが特徴である[9,10]。細胞
を傷つけないため、細胞内の内容物の流出が起こらず長時間の測定も可能であ








































室の活動電位が消退することにより生ずる波である。この Q 波の始まりから T波の終わりまで
がQT間隔であり、QT間隔の延長は不整脈を引き起こす可能性を示す指標となる。Na+,Ca2+,K+
により形成された細胞外電位の波形(図下)において拍動間隔を ISI、細胞外電位持続時間をFPD


























Ca2+ induced - Ca2+ release(CICR)といい、この CICRによって細胞質中に放出
された Ca2+は筋繊維に結合することで筋収縮を引き起こす。収縮後、細胞質中


























図 3. Ca2+トランジェントの仕組みの模式図 
Ca2+トランジェントは活動電位刺激による筋小胞体への流入、筋小胞体からの細胞
質中への Ca2+の放出、筋小胞体への Ca2+の取り込み及び Na+ - Ca2+交換機構とい
う一連の流れで起こる細胞内の Ca2+濃度の上昇、及び低下の動きである。 







・Cellmatrix TypeⅠ-C(新田ゼラチン株式会社 130607) 
・希塩酸(0.0035%, pH 3) 
・0.2% コラゲナーゼ(Wako 034-22363) 
・Percoll stock solution (GE Healthcare, 1.11 g/ml) 
 
 
・Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma D8062)+10% Fetal 
Bovine Serum, 100 units / ml Penicillin,100 μg / ml streptomycin 
・DMEM with 25 mM HEPES (HEPES培地) (gibco by lifetechnologies)+10% 
Fetal Bovine Serum, 100 units / ml Penicillin,100 μg / ml streptomycin) 
・PBS(-)(1370mM NaCl, 27mM KCl, 81mM Na2HPO4, 14.7mM KH2PO4) 
・CO2 independent medium(CO2非依存培地) (gibco by lifetechnologies) 
・Ads buffer (1.1 M NaCl, 0.2 M HEPES, 10mM Na2HPO4, 50mM Glucose, 
50mM KCl, 10mM MgSO4) 
・Stock solution(10×Ads buffer 1/10, Percoll stock solution 9/10) 
・Top solution (Stock solution 9/20, 1×Ads buffer 11/20) (1.059 g/ml) 
・Bottom solution(Stock solution 13/20, 1×Ads buffer (phenol red 20μg/ml) 
7/20) (1.082 g/ml) 
 
 
・CO2インキュベーター(Thermo SCIENTIFIC, MODEL 3110) 
・pHメーター(HORIBA F-52) 
・pHメーター電極(HORIBA 0030/0040) 
・ウォーターバス(AS ONE, IWB-250)  
・遠心分離機(BECKMAN COULER  AllegraTM6KR Centrifuge) 
・セルストレーナー(100 μm) (BD Falcon, REF352360) 
・多電極電位計測(MEA)システム(東京医科歯科大学 安田研究室製) 
・孵卵器(温度 38℃湿度 60%) (Rcom, King SURO MAX20 MX-SURO) 













図 5. MEA電極 
四角の黒点部分が電極部分であり、電極





Cellmatrix TypeⅠ-C 200 μlを 15 mlチューブに加え、さらに希塩酸 2 mlを
加えることでコラーゲン溶液を作成した。 
MEA電極へ心筋細胞を培養するため、作成したコラーゲン溶液を電極上にコ





3.2.2 ニワトリ 13日胚の解剖 
ディッシュを 3 枚用意し、それぞれのディッシュに DMEM を加えた。ディ




を取り出しディッシュ 2 に移す。ディッシュ 2 では心臓組織をピンセットでつ
まむことで血液を抜き、心室以外の部位をできるだけ切り離し、心室をディッ
シュ 3 に移した。ディッシュ 3 で取り出してきた心室をハサミで切り刻んだ。




で切り刻んだ心臓組織を 15 ml チューブに 10 ml の DMEMと共に入れた。細
胞沈殿後、アスピレーターを用いて上澄みを除去した。洗浄のため、PBS(-)10 ml
を入れ沈殿させた後、上澄みを除去した。再び PBS(-)5 mlを加え、沈殿物のみ
を 10 ml ピペットを用いてスターラーバーが入った瓶に移し、0.2% コラゲナー
ゼ 10 mlを加え、ウォーターバスで 10分間スターラーで攪拌させた。その後瓶
内の上澄みを 50 ml チューブ(1)に移し、そこに DMEM 30 ml も加え、氷上に
保管した。その後、細胞断片が残った瓶内に 0.2%コラゲナーゼ 10 ml を加え、
同様に10分間攪拌した。前述と同様に上澄みを50 mlチューブ(2)に移しDMEM 
30 ml を加え、2本の 50 ml チューブ、(1)、(2)を 5分間 1000 rpmで遠心分離
した。遠心分離後、(1)、(2)の 50 ml チューブの上澄みを捨て、チューブ先端の
タッピングを行い、それぞれのチューブに DMEM 20 ml を加えた。その後、各々




を取り除き、チューブの先端をタッピングした。1×ADS buffer 2 ml で細胞を
懸濁し、あらかじめ作っておいた Top solution(4 ml)と Bottom solution(3 ml)












3.2.4 培地の pH測定 
 MEA 基板に 2 ml 培地を入れ CO2インキュベーター内に 2 時間置いた。保温
箱に移し pHメーターを用いて培地の pH変化を 30分までは 5分おき、それ以
後は 10分おき、90分以後は 15分おきに測定した。 
 
3.2.5 細胞外電位の測定 
心筋細胞の単離から約 3~4 日後に測定を行った。測定前に 37℃に保温した
DMEM、HEPES培地、CO2非依存培地で培地交換を行った。DMEMのみ培地
交換後 2 時間 CO2インキュベーター内に置いた。その他の 2 種の培地は培地交
換後そのまま次の操作を行った。培地交換を行った MEA 基板を保温箱(図 6)に
設置し、約 10分間放置した。測定箱の温度設定は 37℃とした。MEAシステム
(安田研究室)を用いて測定し、CellAD2.0.6 で波形の記録を行った(図 7)。測定
は 150 分間行った。初めの 30 分間は 5 分おき、次の 60 分間は 10 分おき、最
後の 60分は 15分おきに 1分間分の波形の記録を行った。 
ニコチンを添加する際は 4 回に分けて行い、1 回目の添加から Dose1~4 とし
て、1から順に最終濃度が 6.0 μM,60 μM, 600 μM, 6000 μMとなるように行っ
た。最初の 30 分間は 5 分おきに 1 分間測定を行った。1 回の添加につき 10 分
測定し、4回の添加後、溶液全量をニコチンの含まれていない各培地で交換した。










図 6. MEAシステム測定装置及び保温箱 
顕微鏡上にMEA基板を取り付ける装置を設置した。保温箱内は温度調節器により、
センサー付近を 37℃の一定温度に保った。 





















 (n ≧ 30) 
 
 
図 8. MEAシステムによる心筋細胞の細胞外電位の基本波形 
Na+ピークから、次の拍動の Na+ピークまでを拍動間隔(Interspike Interval: ISI) 、Na+











環境に変わる。そのため、測定中は培地中の CO2が抜けていき、培地の pH が
変化する可能性がある。細胞を播種していない状態で測定を行うための 37℃に
設定した保温箱の中に置いてpHを測定し、測定培地のpH変動について調べた。
測定培地には DMEM に加え、pH緩衝能を持つ HEPES培地と CO2濃度の影響
を受けにくい CO2非依存培地を用いた。測定時間は心毒性検査の測定時間と同
等の、150 分間の pH 変化を測定した(図 9)。その結果、全体的にどの培地も時
間経過と共に pH は上昇したが、pH の変化速度には違いが現れた。DMEM と
CO2非依存培地の測定開始時の pHは 6.8であり、150分で最終的に DMEMは
8.3 となり、CO2非依存培地は 7.3 まで上昇した。HEPES 培地は測定開始時が
7.3で、150分後は最終的に8.1となった。150分間のそれぞれの上昇幅はDMEM
が、1.5 で、CO2非依存培地は 0.5 で、HEPES 培地は 0.9 となった。CO2非依
存培地とHEPES培地は、ほぼ同じくらいの速度で緩やかに pHが上昇したが、















図 9. 時間経過に伴う培地ごとの pH変化 
DMEM(青:ひし形)とHEPES培地(緑:三角)とCO2非依存培地(赤:四角)を用いて 150分間測



























4.1.2 培地別の時間経過に伴う ISI、FPDの変化 




が HEPES 培地と CO2非依存培地と比べ、急速に pH が上昇したことが示され
た(図 9)。pH 変化が拍動に影響があるならば、ISI、FPD の変動として表れる
ので、DMEM と HEPES 培地と CO2非依存培地が ISI,FPD にどのように影響
するかを検証するため、各培地を用いて細胞外電位を150分間測定した(図10)。 
DMEM の ISI は 60 分経過付近から揺らぎが生じ始め、値が上昇し始めた。
90 分付近から揺らぎが大きくなり、最終的には測定開始時の ISI の 3 倍以上に
なり揺らぎもさらに大きくなった。FPD は揺らぎが生じなかったものの同じく
60分付近から上昇し始め、測定開始時の 0.2秒から 0.3秒まで上昇した。 
HEPES 培地と CO2非依存培地の ISI は測定開始時に変動したが、30 分付近
から安定し始め、測定終了付近も 30 分経過時とほぼ同じ値を維持した。FPD
も同じく測定開始時の変動から 30分経過付近には変動は収まり、測定終了時に
30 分経過時と同じ値を示した。この実験により、測定開始から 30 分経過時点
では、CO2 インキュベーターから保温箱に移した際の環境変化による変動が比
較的収まることと、HEPES 培地と CO2非依存培地の緩やかな pH の上昇によ





































































































図 10. 培地別の時間経過による ISI, FPDの変化 









































4.1.3 150分経過時の ISI、FPD 
測定開始 30分後からは ISI, FPDとも緩やかに変動することから、30分後か
ら 150分後の変化量を測定した。薬剤毒性検査の測定の条件は、ISIと FPDが
安定して測定できることに加え、薬剤の応答を測定する 120 分間の測定ができ
ることも重要である。そこで DMEM, HEPES培地, CO2非依存培地について測
定開始から 30分経過時点の ISI, FPDを 1として、150分経過時点の値を複数
回測定し、標準化した(図 11)。 
150分後の DMEMは、ISIは約 3倍に増加し、FPDは約 1.4倍に増加してい
た。HEPES 培地と CO2非依存培地の ISI は 150 分経過後も変動が小さく、測
定開始 30 分後から拍動が維持されていることが示された。FPD も変動は小さ
く、150分後も培地による変動はほぼ生じないことが示唆された。 
これまでの結果で、CO2 濃度が制御されていない保温箱内で測定を行う心毒
性検査では、培地中の CO2が抜けることで培地の pH が変動し、それが心筋細
胞の拍動に影響を及ぼす可能性が示唆された。このことから DMEMは pHが変

























図 11. 150分経過時の ISIと FPD 
測定開始から安定し始める時間を 30分後に設定し、30分経過時点の ISI,FPDを 1として

















































































ため、ニワトリ 13 日胚由来心筋細胞を用いて、MEA システムにより測定され
た細胞外電位の Na+, Ca2+の流入、K+の流出の情報から ISI, FPDの拍動情報を
算出することで、ニコチンの心筋細胞への直接作用について検討した(図 12)。 
4.1の実験にて、測定開始 30分後に測定開始時の ISI, FPDの変動が収まるこ
とが示されたため、薬剤添加の開始を 30分経過時点に設定した。測定開始から






その結果、FPD と ISI ともに Dose3 から変化が表れ、ISI は短縮する傾向が
みられ、FPD は延長する傾向がみられた。Dose4 では添加数分後に拍動が停止
した。この ISI短縮と FPD延長は、添加直後ではなく添加後の 1~3分後から表
れ、10 分間の測定の最後の数分で最も大きく変動が表れた。Dose4 での拍動の
停止も添加後の 1~3分後に引き起こされた。 
































































図 12. ニコチン添加時の ISIと FPDの変化 
























たため、それぞれ測定の最後の 1分間の ISI, FPDのそれぞれの平均を処理後の
変化と考え、算出した。その後、ISI,FPDに関して、コントロールを 1として、
添加後と洗浄後の最後の 1分間の平均を標準化した。 
ISIは Dose1および 2では影響はほとんどみられなかったが、Dose3,4 では濃
度が高くなるほど短縮した。4回目の添加後、培地を全量交換し洗浄を行ったが
拍動は安定しなかった(図 13)。 






























図 13. ニコチン添加後の ISI 


































図 14.ニコチン添加後の FPD 
ニコチン添加直前とニコチン添加後と洗浄後の最後の 1 分間の FPD を算出し、添加直
前を 1 として添加後と洗浄後の FPD を比で示した。Dose4 は拍動停止前の 1 分間から







4.2.3 ニコチン添加後の STV 






定し始める 30 分経過後をコントロールとし、各添加後と洗浄後の STV を示し
た(図 15)。Dose1,2 ではコントロールとほぼ同じ値を示し、変化はなかった。し









































図 15. ニコチン添加による STVの変化 
ISI,FPD から STV を算出し、不整脈を引き起こす可能性についての結果を示した。












揺らぎも増加した(図 16)。次に、K+の流出量に関しては Dose1,2 で変化は見ら
れなかったが、Dose3,4 では K+ピークは 0.8 倍まで減少した。その後の洗浄に









































図 16. ニコチン添加による Na+流入量の変化 
Na+ピークから Na+の流入量の変化を調べた。ニコチン添加直前の Na+ピークの値を









































図 17. ニコチン添加による K+流入量の変化 
K+ピークから K+の流入量の変化を調べた。ニコチン添加直前の K+ピークの値を 1 とし
て添加後と洗浄後を比で示した。エラーバーは SE を示した。Dose4 は拍動停止前の 1







DMEM、HEPES 培地、CO2非依存培地の pH を測定した結果、DMEM の
pH は、他の 2 種類の培地と比べて急激に上昇していた。これは培養時の CO2
インキュベーター内と測定時の保温箱内の大気中の CO2濃度が変化したからで
あると考えられる。本実験では pH の上昇が CO2の影響によるものかを判断す
るため CO2非依存培地を用いた。CO2インキュベーターは CO2濃度が 5％に保
たれているが、保温箱内は CO2濃度が制御されていないため外気と同じ 0.04 %
であると考えられる。そのため測定時に CO2インキュベーターから保温箱内に
移動することで、周囲環境中の CO2濃度が減少し、時間経過と共に培地内の CO2
は抜けていく[22]。培地に溶解した CO2は 2H+ + CO32-→CO2 + H2O となり培
地から抜けることで培地溶液中の H+濃度が減少し、pH が塩基性に偏っていく
事が考えられた。しかし HEPES 培地と CO2非依存培地の pH は DMEM と比
べて緩やかに上昇したものの、急激な上昇は抑えられていた。CO2 非依存培地
は大気中の CO2 濃度に依存しない培地であるため、pH 変化が軽減されたと考
えられる。HEPES 培地の pH の変化量、上昇量は CO2非依存培地とほぼ同様




























ニコチンは筋小胞体 Ca2+ポンプと K+チャネルの一種である hERG チャネル
に直接作用する可能性が報告されている[19]。MEAシステムを用いてNa+, Ca2+, 



















とが示唆された。FPD への影響は 4.2.4 の K+の流出量が減少した結果からも
hERG チャネルの阻害と考えられるため、ニコチンの hERG チャネルへの作用
は可逆的であることが示唆された。 
また、Dose3のニコチン添加後の FPDが延長した結果から、不整脈を引き起
こす可能性が示唆された。不整脈は FPD の延長だけでなく、拍動一拍の FPD
の時間的不均一性の有無にも起因する。この時間的不均一性の指標として STV




場合でも不整脈を引き起こす可能性があることが示された。しかし Dose4の 6.0 
mM の濃度はあまりに高すぎるため、生体レベルでは別の要因で死に至る[25]
と考えられる。しかし、Dose1,2 の濃度では ISI,FPD に大きな変化を引き起こ
さなかったことから、喫煙時の最高血中濃度は約 0.25 μM である[26]ため喫煙
によるニコチン摂取で不整脈を起こす可能性は低いと思われる。 
また、ニコチンの hERG チャネルに対する阻害作用を引き起こす濃度は 5.0 
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